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Nested PCR ve Kullanim Alanlari
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Ozet

Nested PCR, PCR tekniginin hassasiyetini artirmak igin gelistirilen en popular yéntemlerden biridir. Istenilen DNA dizisinin bulunup
¢ogaltilmasinda hassasiyeti 10* kat artirdig1 tahmin edilmektedir. Bu reaksiyon mekanizmasinda birbirini takip eden iki polimeraz zincir
reaksiyonunu igermektedir. flk amplifikasyonda hedef DNA nin dis bolgesine 6zgiin iki dis primer kullanilir ve uzun bélge cogaltilir.
Ikinci amplifikasyon basamaginda, ilk amplifikasyondan gelen bélgenin i¢ bolgesine baglanan iki i¢ primer kullamilarak kiigiik bolgenin
cogaltiimasi saglanmaktadir. Ikinci PCR isleminden sonra ortada istenilmeyen DNA dizisi kalmamaktadir. Bu sistem giiniimiizde, Genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO), patojen teshisinde, viral enfeksiyonlarda, genin ifadesinde, fungal tanida ve birgok medikal alanda
kullanilmaktadr.

Anahtar Kelimeler: Nested PCR, GDO, Viral enfeksiyonlar, Uygulamalar
Nested PCR and Applications Area

Abstract

The Nested PCR is one of the most popular methods for improving the specificity of the PCR techniques. It is assumed that Nested
PCR increase 10* fold for accuracy of the amplification of the target DNA sequence. This reaction mechanism contains two consecutive
polymerase chain reactions. The two specific primer of outer region of DNA are used and the long area is replicated at the first
amplification. The two primers of inner area that is come from first amplification are used for reproduction of small area at the second
amplification step. There is no undesirable DNA sequence after the second PCR step. Nowadays this system have been using for GMO,
pathogen diagnosis, viral infections, gene expression, fungal diagnosis and many medical fields.
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GIRIS

PCR, 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan ilk kez bilim
diinyasina sunulmus olup, giiniimiizde modern bilime
onemli katkilar saglamistir. Bu yontem molekiiler
teknolojideki onemli gelismelerden biridir [1]. PCR,

PCR, basit ve hassas olup, temelde {i¢ asamadan
olusmaktadir. 1lk basamak ¢ift iplikli kalip DNA
molekilinin 90-95 °C’de denature olmasidir [7,8]. Bu
asamada DNA tek iplikcik halini alir. Ikinci basamak, 37-

ortamda polimeraz enzimi ve sentez i¢in uygun mollekiler
bulunmasi durumunda, 6zel bir DNA veya RNA dizisinin
secilip taninmasi ve sayisal olarak artirilmasi esasina
dayanan bir ydntemdir. Bu yontem molekiiler markirlar
calismalart igin alternatif bir yol saglamaktadir [2,3].
Teknik, 0ozellikle nikleik asitlerin amplifikasyonu gibi
molekiiler teknolojiler, sistematik ekoloji, biyoteknoloji,
toprak mikrobiyolojisi, tip, patoloji, bakteri, virus, mantar ve
protozoa gibi canlilardan kaynaklanan enfeksiyon
hastaliklarin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
[4,5,6].

60 °C sicakliklar arasinda primerlerin tek iplikcikli DNA
molekiiliine baglanma asamasidir [9]. Ugiincli basamakta ise
DNA zincirleri lizerine yapisan primerler ve DNA polimeraz
enzimi (Tag DNA polymerase) vasitasiyla istenilen DNA
bolgesi ¢ogaltilir. DNA polimeraz enzimi 72 °C sicaklikta
en iyi ¢aligma performanst gosterdigi igin genel olarak tum
cogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir [10]. Ug
basamaktan olusan (denatiirasyon, annealing, ekstension)
islem bir PCR devrini temsil etmektedir. Bu islem genel
olarak 25-40 defa tekrar edilerek baslangictaki DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacig1 ¢cogaltilmaktadir
[8,9].
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Bazi durumlarda ortam sartlarinin optimum olmamast
veya reaksiyona giren iriinlerin az veya ¢ok olmasi gibi
sebeplerden oOtirli yanlhg primer baglanmalari, istenilen
bantlarin elde edilememesi veya istenmeyen bantlarin
cogaltimi s6z konusu olabilir. PCR iglemlerinde yliksek
hassasiyet icin; Mg*? gibi gerekli iyonlar, primerler,
dNTP’ler ve DNA Polimeraz’in optimum
konsantrasyonlarda olmasi, etkili denaturasyon, yuksek
yapisma sicakligi, dongii sayist ve uzunlugu, PCR cihazi
(Thermal cycler) etkinligi, Tek zincirin kalitesi, PCR
bilesenlerinin kalite ve miktar1 6nemlidir [11].

PCR tekniginin bulunmasindan bu yana pek cok metot
gelistirilmistir. Cogaltilmas1 istenilen DNA  dizisinin
bilindigi durumlarda kullanilan metotlar; kantitatif PCR,
revers transkriptaz PCR, kat fazli PCR, touch down PCR,
hot start PCR, multipleks PCR, asimetrik PCR ve nested
PCR’dur.

PCR tekniginin spesifikligini artirmak i¢in gelistirilen
yontemlerden biri Nested PCR’dir. Bu ydntem, birgok
amplifikasyon tiriinii igerisinden ¢ogaltilmak istenilen DNA
dizisinin bulunup ¢ikarilmasini saglayan oldukga spesifik bir
yontemdir. Nested PCR reaksiyonlarinda birbirini takip eden
iki polimeraz zincir reaksiyonu mevcuttur. Yontemde
istenilen amplifiye dizilerin i¢ bdlgesinin g¢ogaltilmasi
amactyla dizayn edilen primerlerin kullanildigit 2. PCR
islemi uygulanmaktadir. DNA segmentlerinin sekansi i¢in
iki primer cifti dizayn edilmistir. Uygulanan ilk
amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin disg bolgesine 6zgii
iki dis primer kullanilarak uzun bir bolgenin ¢ogaltilmasi
gerceklesmektedir. Tkinci amplifikasyon mekanizmasinda,
ilk amplifikasyondan gelen bodlgenin i¢ bdlgesine baglanan
iki i¢ primer kullanilarak kiiglik alanin ¢ogaltilmasi
saglanmaktadir (Sekil 1.) [12].

Nested PCR’in istenilen DNA dizisinin bulunup
cogaltilmasinda hassasiyeti 10* kat artirdigi  tahmin
edilmektedir ve ikinci PCR isleminden sonra ortamda
istenilmeyen DNA dizisi kalmamaktadir. Ikinci PCR
isleminde kullanilan primerlerin 3” ucunda bulunan iki veya
U¢ nikleotidlik dizi yontemin hassasiyetini ortaya
¢ikarmaktadir. Eger 3’ niikleotid dizisi hedef DNA dizisinin
komplementeri degilse amplifikasyon meydana
gelmeyecektir. Bu durumda hedef olmayan dizilerin
cogaltimi engellenecektir.

Baslangi¢ ve ikinci PCR reaksiyonlarinin her ikisi de
herhangi bir kontaminasyon probleminden sakinmak ve
manuplasyonlar1 azaltmak i¢in tek bir tip icerisinde
gergeklestirilebilmektedir. Her iki primer de PCR
reaksiyonu baslangicinda vardir ancak nested primerlerinin
Tm (primer baglanma sicakligl) degeri Dbaslangic
primerlerine  gére daha diisiiktiir. Baslangic PCR
programinda yiliksek sicaklik uygulandiginda, baslangi¢
dizisinin amplifikasyonuna izin verilirken, nested primerleri
diziye baglanamaz. Daha sonra ikinci PCR programinda
daha diisiik sicaklikta, nested primerleri baglanarak hedef
dizilerin g¢ogaltilmasin1 saglamaktadir. PCR reaksiyonlari
sonrasi yapilan agaroz jel elektroforezi ile hem baslangictaki
PCR driunleri hem de daha kiiglik olan nested PCR Urinleri
goriilebilmektedir. Ancak baglangic PCR {iriinleri ¢oklu
bantlar olusturduysa veya nested PCR Urinleri kalitesizse
jelde tanimlamak zor olabilmektedir.

Yontemin en 6nemli dezavantaji birincil amplifikasyon
tiiplinden ikincisine Ornekler aktarilirken ¢ok az da olsa
cevreye Ornek sacilmasi ve daha sonraki ¢alismalarda hava
yolu ile kontaminasyona neden olmasidir. Bu nedenle iki tiip
yerine tek tiipte, iki farkli reaksiyon 1sis1 kullanilmasi
Onerilmektedir [11].

HEDEF DNA
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Sekil 1. Nested PCR ¢aligma akis1

Nested PCR”
Uygulama Alanlar

Teknolojisinin  En Onemli

Hastaliklarin teshisinde

Giintimiizde Nested PCR metodu kullanilarak protozoa,
bakteri ve virlis gibi bircok hastalilk etmeni teshis
edilebilmektedir. Bu hastaliklarin  baginda tiiberkiiloz
gelmektedir. Tuberkiiloz, diinya ¢apinda 6limcil sonuglar
olusturabilen bulasici bir hastaliktir. Dlnya nidfusunun
hemen hemen (gte biri tiiberkiloz basili ile enfektedir.
Tuberkilozun bulasict bir hastalik olma sebebi halk igin
énemli bir saghk sorunudur. Ulkemiz dahil tim dinyada
ciddi bir sekilde miicadele edilmektedir [13,14]. Tiberkiloz,
klinik érneklerde aside direncli basillerin (AFB) teshisi ile
belirlenebilmektedir [15]. Laboratuar AFB kiltir metodu
hassas ve duyarlidir fakat bu kiiltiir metodu yaklasik 6-8
hafta gibi uzun zaman almaktadir [16]. Son zamanlarda
nikleik asit amplifikasyon teknolojisi gibi yodntemler
kullanilarak, enfeksiyon yapan Mycobacterium tuberculosis
gibi patojen mikroorganizmalar teshis edilebilmektedir.
Amplifikasyon teknolojisi kullanilarak birka¢ saat icinde
olas1 tiiberkulozun varhigi ortaya ¢ikarilabilmektedir [17].
Nested PCR’m pek ¢ok farkli klinik Ornekten
Mycobacterium tuberculosis kompleks tirlerinin
belirlenmesinde etkin oldugu gosterilmistir [18].

Shukla ve ark. (2011), 140 tiiberkiiloz siipheli hastada,
Mycobacterium tuberculosis’in akciger ve diger organlarda
teshisi igin nested PCR degerlendirmesi yapmustir ve Nested
PCR amplifikasyonun  &zellikle akciger haricindeki
organlarda Mycobacterium tuberculosis’in hizli ve hassas
tespiti i¢in kullanigl oldugu kanisina varmiglardir [17].

Tiiberkiilozun yani sira Q hummasi, sark ¢ibani gibi
Onemli hastaliklarin  teshisinde de Nested PCR’dan
yararlanilmaktadir. Ogawa ve ark.(2004), Coxiella
burnetii’nin neden oldugu Q hummasi teshisinde nested
PCR yonteminin etkinligini arastirdiklar1 bir ¢aligmada,
yontemin diger PCR yontemlerine gore 10 kat daha hassas

ilk Primer Seti (Dis)
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oldugunu tespit etmislerdir. Diger yontemlerde goriilen
spesifik olmayan Dbantlarin nested PCR yonteminde
goriilmedigi ve net sonug verdigi bildirilmistir [19].

Bununla birlikte Leptospira cinsine ait bakterilerin
neden oldugu diinya capinda yaygin hastaliklardan biri olan
Spiroket hastaligi Nested PCR’m yiiksek hassas ve ozgiil
olma 0zelligi ile hayvanlarin yani sira insanlarda da teshis
edilebilmektedir [20,21].

Sark ¢ibani, Leishmania tropica ve Leishmania major
tarafindan Orta Dogu, Brezilya ve Peru’da yaygin olarak
goriilen 6nemli bir hastaliktir [22]. Diinya genelinde yillik
1.500.000 Leishmania vakasi tespit edildigi bildirilmistir
[23]. Leishmania tanisinda izoenzim analizleri, monoklonal
antikorlar, DNA hibridizasyon metodlari, sizoderm
analizleri ve diger molekiiler teknikler kullanilmaktadir [24].
Leishmania turleri molekiler metodlarla, hem kinetoplast
DNA hem de kromozomal DNA kullanilarak teshis
edilebilmektedir [25]. Maraghi ve ark. (2007), klinik
drneklerden Leishmania tiirlerinin tanisinda Nested PCR’in
giivenilir ve hassas bir yontem oldugunu ve epidemiyolojik
aragtirmalarda kullanilabilecegini 6nermektedir [26].

Mikoloji alaninda ilk PCR uygulamasi 1990 yilinda
funguslarin  taksonomik ve filogenetik akrabaliklarini
gostermek icin  rRNA dizi analizi ve amplifikasyonu
yaptlmistir ~ [27]. Ancak  Ornekte az  miktarda
mikroorganizma oldugu zaman PCR’in hassas olmadigi ve
hassasiyeti artirmak i¢in Nested-PCR yontemi kullanildigi
bildirilmistir. Yontemin birinci periyodunda tek primer ¢ifti
ile 15-30 kez ¢ogaltilan triinler yeni bir reaksiyon tiipiine
transfer edilerek transfer edilerek internal dizilere spesifik
sekonder primer ciftleri kullanilarak ikinci bir ¢ogaltmaya
tabi tutulmakta ve elektroforezle spesifik bantlar
belirlenmektedir [28,29].

Serebral sivilarda Candida Neoformans’in saptanmasi
icin nested PCR yonteminin kullanildigi bir g¢alismada,
kiltir ile Cryptococcal menenjit teshisi yapilmig olan 21
hastada fungusa ait DNA pozitif, 19 kontrol hastasinda ise
negatif bulunmustur. Caligma sonucunda Nested PCR
yonteminin Cryptococcal menenjit tamisinda etkin bir
yontem oldugu belirlenmistir [30]. Benzer sekilde okllar
sivilarda C. albicans turiinin rRNA dizilerine 6zgu primerler
kullanilarak yapilan nested PCR uygulamasi sonucunda
fungusa ait DNA saptandigi bildirilmistir [31].

Serolojik testler, PCR ve Nested PCR yontemleri
kullanilarak Pulmonar aspergillosis teshisinin yapildigi bir
calismada Aspergillus DNA’sinin  serum Orneklerinden
saptanmasinda, bu 3 yontem arasinda en hassas yontemin
Nested PCR yontemi oldugu bildirilmistir [32]. Nested PCR
amplifikasyonu ile Candida neoformans, Candida albicans,
Aspergillus gibi fungal organizmalarin teshisi ile orkidelerde
patojen olarak etken olan phytophthora tanimlanmas: da
yapilabilmektedir [33].

Viral Tanida etkili antiviral tedavinin gelistirilmesi ile
ucuk viriislerin (HSV) enfeksiyonlarinin hizli ve duyarl
tanimlanmasi ihtiyact artmmgstir [34,35]. HSV’nin ¢esitli
klinik belirtileri, merkezi sinir sistemi ve diger mukozalarda
benzerlik gdstermesi nedeniyle kesin tani etkin klinik
yontemi i¢in anahtar olmustur. Beyin omurilik sivisindaki
(CSF) HSV DNA’sinin algilanmasi, merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarmi  tanimlamak  i¢in  kullanilmaktadir.
CSF’deki HSV DNA’sin1 algilamaya yetecek kadar hassas
ve net olduklart igin, Nested PCR gibi nitelikli PCR
denemeleri southern blot hibridizasyonu ile birlikte
enfeksiyon tanisinda kullanilmaktadir [36].

Benzer sekilde mavi dil hastaligi, rastik hastaligi gibi,
bitki, hayvan ve insanlarda bakteri, viriis ve funguslarin

neden oldugu bircok hastaligin tanisinda nested PCR
yonteminden yararlanilmaktadir [37,38].

Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Teshisinde

1996 yilindan beri pek ¢ok transgenik bitki yaygin
olarak yetistirilmekte ve marketlerde satilmaktadir.
Marketlerde yer alan musir, bugday, soya fasulyesi gibi gida
maddelerinin %60’ mm genetiginin degistirilmis oldugu
tartisilmaktadir.  Molekiler — genetik  yontemler ile
organizmalara istenilen ¢esitli genlerin transferi yapilarak
yiyeceklerin raf omri uzatilabilmekte ve gorlntiisi cazip
kilinabilmektedir. Nested PCR protokolleri, ¢esitli gidalarda
genetigi degistirilmis organizmalarin varligini saptamada
glivenilir bir yontem saglayacaktir. Nested PCR yontemi
genetigi degistirilmis gidalarimin tespitinde yanlis pozitif ve
yanlis negatif etkileri ortadan kaldirabilmektedir [39,40].

Gen ekspresyonu

Okaryot ve prokaryotlar da genin faaliyeti
transkripsiyon  seviyesinde diizenlenmektedir.  Genin
transkripsiyon kontrolii, hiicrenin fonksiyonu ve canliligin
devamu igin bilyiik 6neme sahiptir. Genin ifadesi DNA’dan
olusan genlerde bulunan kalitsal bilginin ilgili gen
iriinlerine aktarilmasidir. Gen ifadesinin ilk agsamasi olan
transkripsiyon, yapisal olarak korunmus olan DNA-bagimli
RNA polimerazlar tarafindan gergeklesmekte ve bir DNA
kalibndan RNA molekiiliiniin sentezlenmesi ile son
bulmaktadir. Okaryot ve prokaryot genomlarin
organizasyonlarinin ¢ok farkli olmasi sebebi ile genin
ekspresyonu hem oOkaryotlarda hem de prokaryotlarda
farklilik gostermektedir. Prokaryotlarda sadece tek bir RNA
polimeraz biitin RNA’larin (tRNA, mMRNA, rRNA)
transkripsiyonundan sorumlu iken, dkaryotlarda farkli RNA
tlrleri, farkl RNA polimerazlar tarafindan
sentezlenmektedir [41]. Lazer Mikrodiseksiyon ile basarili
bir sekilde mikrodiseksiyona ugratilan prokaryotik ve
Okaryotik hiicrelerde Nested PCR yontemi uygulanarak hem
DNA hem de cDNA analizi yapilabilmektedir [42].

Sonu¢ olarak, bu derlemede genetigi degistirilmis
organizmalarin teshisi, gen ifadesi, hastaliklarin teshisi gibi
bircok alanda giderek ©6nemi daha da artan PCR
tekniklerinden bir tanesi olan Nested PCR ydnteminin
hassasiyeti ve 6nemi anlatilmistir. Nested PCR, klasik kiltir
yontemleri ve diger PCR uygulamalarina oranla ¢ok daha
hassas bir yontemdir ve bu hassasiyet iki asamali PCR
uygulamasindan  kaynaklanmaktadir. Nested PCR
uygulamalariin ilerleyen zamanlarda farkli hastaliklarin
teshis ve tanisinda da kullanilacagi ve giivenilir sonuglar
alinacagi tahmin edilmektedir.
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